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しかしながら自然界に存在する細菌の多くは生きてはいるが培養することができない (Viable But Nonｭ
Culturable: VBNC) 状態にあり，例えば河川水中の多数の細菌が寒天平板培地上にコロニーを形成しないにもかか
わらず酵素活性や呼吸活性を有することが明らかとなっている D したがって VBNC の状態にある細菌を解析するに
あたっては，培養操作に依存することなく，シングルセルレベルで取り扱う必要がある o 細菌のシングルセルレベル
での解析には蛍光顕微鏡が一般的に用いられるが，多数の細胞の迅速な解析には困難を伴う。また特定の細菌を分離








着目し，特定細菌の活性評価系を開発した。エステラーゼ活性の評価にあたっては ， 6 -carboxyfluorescein 











析系を用いて，河川水中の Escherichia coli 0157 : H 7 の現存量およびその生理状態について解析を行った。まず
大阪府内を流れる寝屋川の 2 地点より河川水を採取し I E. coli 0157 : H 7 の現存量を求めたところ I 103 cels / ml 
から 10 4 cels / ml という比較的高い値であることがわかった。また河川水を培養した試料についても検討を行った
ところ，増殖能を有する E. coli 0157: H 7 が存在することも明らかとなった。現在I E. coli 0157による感染症の
流行において，その培養による単離が困難であるため感染経路の特定に支障をきたしている。本研究により E. coli 
0157: H 7 の河川における常在性が明らかとなったことから，それらの河川水中での生理状態について詳細な解析
が必要であると考えられた。
そこで大阪府内を流れる安威川より河川水を採取し，河川水中の E. coli 0157: H 7 の生理活性の評価を行った。
6 CFDA -PI 二重染色法とセルソーティングの組み合わせにより分離したエステラーゼ活性を有する細菌の画分に
はI E. coli 0157 : H 7 が存在したのに対し，エステラーゼ活性の有しない細菌の画分からは検出されなかった。し
たがって河川水中に E. coli 0157 : H 7 がエステラーゼ活性を有する状態で存在することが明らかとなった。
また安威川の河川水中の E. coli 0157: H 7 について，その増殖能を DVC 法により評価した。 DVC 法による培
養で増殖能を有する細菌の細胞サイズおよび核酸含量が増加することを確認し，増殖能を有する細菌と有しない細菌
の画分それぞれから E. coli 0157 : H 7 の検出を行ったところ，前者の画分のみにその存在を認めた。したがって河
川水中の E. coli 0157: H 7 が増殖能を持ち，周辺環境の変化に伴って増殖を開始する可能性を有するものと考えら
れた。
以上の結果より，河川水中の E. coli 0157: H 7 がエステラーゼ活性および増殖能を有することが明らかとなった。
したがってこれら河川水中に存在する E. coli 0157: H 7 のヒトへの感染性について，詳細な研究が必要であると考









細胞内エステラーゼ活性を指標とした生理活性評価を可能にし，さらに特定細菌の増殖能を Direct Viable Counting 
法と蛍光抗体法により迅速かっ簡便に評価で、きることを示した。
以上の解析系により河川環境中の Escherichia coli 0157 : H 7 の現存量および生理状態について解析を行い I E. 
coli 0157 : H 7 が大阪府下の河川水中に常在していることを示した。また河川水中の E. coli 0157 : H 7 が， エス
テラーゼ活性および増殖能を有する状態で存在することを明らかにした。本研究は自然環境中の細菌の生理活性を評
価するために必要な手法およびその応用例を提示するものであり，その成果は生態系のより深い理解や感染症の予防
に新たな道を拓くものと期待される。したがって博士(薬学)の学位を授与するにふさわしいと考える。
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